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ABSTRACT

Background: Phylogenetic analyses are an essential part in the exploratory assessment of nucleic acid and amino acid 
sequences. Particularly in virology, they are able to delineate the evolution and epidemiology of disease etiologic agents 
and/or the evolutionary path of their hosts. The objective of this review is to help researchers who want to use phylogenetic 
analyses as a tool in virology and molecular epidemiology studies, presenting the most commonly used methodologies, 
describing the importance of the different techniques, their peculiar vocabulary and some examples of their use in virology.
Review: This article starts presenting basic concepts of molecular epidemiology and molecular evolution, emphasizing 
their relevance in the context of viral infectious diseases. It presents a session on the vocabulary relevant to the subject, 
bringing readers to a minimum level of knowledge needed throughout this literature review. Within its main subject, the 
text explains what a molecular phylogenetic analysis is, starting from a multiple alignment of nucleotide or amino acid 
sequences. The different software used to perform multiple alignments may apply different algorithms. To build a phylogeny 
based on amino acid or nucleotide sequences it is necessary to produce a data matrix based on a model for nucleotide or 
amino acid replacement, also called evolutionary model. There are a number of evolutionary models available, varying in 
complexity according to the number of parameters (transition, transversion, GC content, nucleotide position in the codon, 
among others). Some papers presented herein provide techniques that can be used to choose evolutionary models. After 
the model is chosen, the next step is to opt for a phylogenetic reconstruction method that best fits the available data and 
the selected model. Here we present the most common reconstruction methods currently used, describing their principles, 
advantages and disadvantages. Distance methods, for example, are simpler and faster, however, they do not provide reliable 
estimations when the sequences are highly divergent. The accuracy of the analysis with probabilistic models (neighbour 
joining, maximum likelihood and bayesian inference) strongly depends on the adherence of the actual data to the chosen 
development model. Finally, we also explore topology confidence tests, especially the most used one, the bootstrap. To 
assist the reader, this review presents figures to explain specific situations discussed in the text and numerous examples 
of previously published scientific articles in virology that demonstrate the importance of the techniques discussed herein, 
as well as their judicious use.
Conclusion: The DNA sequence is not only a record of phylogeny and divergence times, but also keeps signs of how the 
evolutionary process has shaped its history and also the elapsed time in the evolutionary process of the population. Analyses 
of genomic sequences by molecular phylogeny have demonstrated a broad spectrum of applications. It is important to note 
that for the different available data and different purposes of phylogenies, reconstruction methods and evolutionary models 
should be wisely chosen. This review provides theoretical basis for the choice of evolutionary models and phylogenetic 
reconstruction methods best suited to each situation. In addition, it presents examples of diverse applications of molecular 
phylogeny in virology.
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I. INTRODUÇÃO

Há algum tempo, a forma de traçar o caminho 
percorrido pelas doenças infecciosas eram os exames 
sorológicos. No entanto, a acumulação acelerada de 
dados de sequências moleculares de diversos organis-
mos, abre novas possibilidades para o entendimento da 
evolução das doenças [11]. Análises filogenéticas são, 
atualmente, uma parte padrão da análise exploratória 
de sequências de DNA e proteínas, sendo capazes 
de mostrar o caminho evolutivo e epidemiológico de 
agentes etiológicos de doenças e/ou o caminho evo-
lutivo de seus hospedeiros [28]. Pesquisadores que 
dependem de análises comparativas de sequências 
precisam entender as motivações teóricas e práticas que 
sustentam novas técnicas e como elas diferem dos mé-
todos precedentes. A capacidade dessas técnicas para 
tratar de questões anteriormente difíceis está fazendo 
da análise filogenética uma ferramenta essencial em 
um número crescente de áreas de pesquisa [42,114]. 
Além disso, estimar árvores filogenéticas não é uma 
atividade exclusivamente acadêmica, pois pode ser 

útil em investigações forenses [67,71]. O objetivo 
dessa revisão é auxiliar os pesquisadores que preten-
dem utilizar a análise filogenética como ferramenta 
em seus estudos, apresentando as metodologias mais 
comumente utilizadas, descrevendo a importância das 
técnicas, seu vocabulário peculiar e alguns exemplos 
de sua utilização na virologia veterinária.

II. CONCEITOS BÁSICOS

1. Epidemiologia Molecular

A epidemiologia avalia de forma quantitativa a 
distribuição dos fenômenos de saúde ou doença, seus 
fatores condicionantes e determinantes nas populações 
[58]. Permite, ainda, a avaliação da eficácia das inter-
venções realizadas no âmbito da saúde pública [100]. 
A epidemiologia em veterinária proporciona a detecção 
de mudanças nos fatores que interferem na distribuição 
de determinadas enfermidades, com a finalidade de 
recomendar e adotar as ações de prevenção e controle 
adequadas; seja para doenças importantes em produção 
animal, como para a criação de animais de companhia 
ou ainda, para doenças com potencial zoonótico [107].

 A biologia molecular fornece técnicas alta-
mente sensíveis e específicas, capazes de detectar e 
analisar a informação presente no genoma dos pa-
tógenos e seus hospedeiros. Podemos citar algumas 
das técnicas de biologia molecular usadas em epide-
miologia: polymerase chain reaction (PCR), sequen-
ciamento, restriction fragment length polymorphisms 
(RFLP), bancos genômicos, Random Amplification 
of Polymorphic DNA (RAPD), Polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) [19]. A maioria destas 
técnicas tem por objetivo identificar polimorfismos 
genéticos gerados, principalmente, pela ocorrência de 
mutações nos genomas [50]. 

A definição de epidemiologia molecular com-
preende o estudo feito sobre indivíduos de determinada 
população de maneira a se observar sua composição 
gênica e suas relações com os agravos à saúde; ou 
seja, a epidemiologia molecular é a ciência que foca 
na contribuição do potencial genético na etiologia, na 
distribuição e na prevenção de doenças [83]. Em outras 
palavras, estuda a evolução molecular de determinado 
patógeno/gene, inserido em um contexto epidemioló-
gico [33]. Utiliza a hipótese filogenética para inferir 
como ocorreu a infecção na população: o porquê e de 
que forma se disseminou [23]. 
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As aplicações da epidemiologia molecular 
são: identificar os microrganismos responsáveis por 
doenças infecciosas, determinar suas fontes de infec-
ção e rotas de transmissão, suas relações biológicas 
(filogenéticas) e identificar os genes (e elementos 
acessórios) responsáveis por sua virulência, resistência 
a drogas e indução de imunidade para posterior uso 
em vacinas [59]. 

Além da aplicação para o estudo de microrga-
nismos patogênicos, a epidemiologia molecular pode 
avaliar a relação entre a presença de determinados 
polimorfismos e a susceptibilidade ou resistência do 
hospedeiro. O progresso dos estudos nas áreas da bio-
logia molecular e genética está modificando a prática 
da medicina e da saúde pública através do desenvolvi-
mento de diagnósticos moleculares e de intervenções 
direcionadas a indivíduos susceptíveis identificados 
geneticamente [20]. A epidemiologia molecular está 
diretamente relacionada com a epidemiologia gené-
tica e essa proximidade representa a incorporação da 
bioquímica e da biologia molecular nas pesquisas de 
epidemiologia tradicional, propondo o acesso a mar-
cadores moleculares [20].

A epidemiologia molecular é uma disciplina 
emergente que se refere essencialmente à aplicação dos 
princípios da biologia molecular aos estudos epidemio-
lógicos e, ao mesmo tempo, à utilização das pesquisas 
e perspectivas epidemiológicas para compreensão das 
análises moleculares.

2. Evolução Molecular e a Sua Relevância no Estudo de 
Doenças Infecciosas

Evolução é a mudança de características gené-
ticas em uma população ao longo do tempo. De modo 
similar a outros sistemas biológicos, parasitas e seus 
hospedeiros evoluem e o conhecimento sobre processos 
evolutivos poderá influenciar na maneira de tratar as 
doenças. Pelo fato das bactérias e vírus se reproduzirem 
rapidamente, apresentam taxas elevadas de mutações 
e recombinações gênicas. A seleção natural pode agir 
rapidamente a favor destas novas variantes, bem como 
de outras já existentes e mantidas em baixo número na 
população, como por exemplo, bactérias resistentes a 
antimicrobianos [6,18].

Um exemplo clássico da colaboração do co-
nhecimento da evolução molecular no tratamento de 
doenças é o uso de diferentes drogas antirretrovirais 
associadas (coquetel) no tratamento da AIDs. Esta 
terapia baseia-se na baixa probabilidade de um vírus 

mutante ser resistente a múltiplas drogas ao mesmo 
tempo [73]. Outro aspecto interessante relacionado à 
evolução em doenças infeciosas é o entendimento da 
evolução da virulência [24]. Através do conhecimento 
da interação entre genes de hospedeiros e seus parasitas 
é possível identificar fatores importantes para manejo 
de doenças infecciosas, como taxa de transmissão e 
virulência. Entretanto, determinar a origem e evolução 
das doenças infeciosas a partir de sequencias gênicas, 
frequentemente fragmentadas, não é uma tarefa fácil. 
Por isso, a nossa capacidade de entender a história 
evolutiva dos organismos depende do entendimento dos 
métodos pelos quais esta história pode ser inferida [68].

III. TERMINOLOGIA

A fim de abordar as diferentes metodologias 
da epidemiologia molecular, cabe rever alguns concei-
tos. O fenótipo dos organismos vivos é o resultado da 
interação entre a informação genética que eles carre-
gam e passam para a próxima geração com o ambiente 
em que vivem. O genoma, portador desta informação 
genética, é, na maioria dos organismos, o ácido deso-
xirribonucléico (DNA), ao passo que alguns vírus têm 
o ácido ribonucléico (RNA) como repositório desta 
informação. Parte da informação genética no DNA 
é transcrita em RNA: (i) RNA mensageiro (mRNA), 
que atua como um molde para a síntese de proteínas; 
(ii) RNA ribossomal (rRNA), que, em conjunto com 
proteínas ribossomais, constitui o mecanismo de 
tradução de proteínas; (iii) RNA transportador, que 
oferece o aminoácido codificado [109]. A história 
dos organismos é formada por uma série de mu-
danças evolutivas que têm a peculiaridade de serem 
hereditárias e, portanto, derivadas da ancestralidade. 
Diferentes mecanismos de variabilidade genética são 
os responsáveis pela biodiversidade existente. Esses 
mecanismos incluem mutações, duplicação de genes, 
reorganização de genomas e recombinação [108]. De 
todos esses, principalmente as mutações, deleções e 
inserções são usadas nos diferentes métodos de filo-
genia para inferir quais as relações entre os genes. 
Mutações podem ser a simples troca de uma base 
nitrogenada por outra, sendo transições mutações 
entre duas purinas (A e G) ou duas pirimidinas (C 
e T), enquanto que transversão é a mutação de uma 
purina por uma pirimidina e vice-versa. Comumente, 
o número de transições é maior que o de transversões, 
mas esta proporção pode se alterar em função da 
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saturação. A saturação pode ser definida como in-
formações históricas (substituições) reescritas várias 
vezes em sequências de DNA. As deleções (gaps) e 
inserções consistem na retirada de bases nitrogena-
das já existentes ou fixação de novas bases ao longo 
do gene, respectivamente. Essas mutações, também 
chamadas polimorfismos, podem ser silenciosas ou 
sinônimas ou não-silenciosas ou não-sinônimas. O 
primeiro altera a sequência nucleotídica no códon 
sem alterar o aminoácido formador da proteína; en-
quanto que o segundo provoca alteração no códon e 
no aminoácido [50]. O códon é uma sequência de três 
bases nitrogenadas no mRNA, que especificam deter-
minado aminoácido ou indicam um ponto de parada 
da tradução. A recombinação é um mecanismo muito 
importante de variabilidade genética, que consiste na 
troca de material genético que pode ocorrer durante a 
meiose ou entre microrganismos presentes no mesmo 
hospedeiro [110].

O termo homologia é usado quando a carac-
terística herdada provém de um ancestral comum. 
Por outro lado, diversos eventos, como substituições 
consecutivas, deleções e inserções, podem levar a 
homoplasia, que consiste em sequências similares 
sem ancestral comum [36]. Genes originados de um 
evento de duplicação recente são chamados parálo-
gos. Genes homólogos compartilhados por diferentes 
espécies que coalescem de um ancestral comum, sem 
duplicação ou transmissão horizontal, são chamados 
ortólogos [110].

Uma árvore filogenética (Figura 1) é uma re-
presentação gráfica de relações ancestral-descendente 
entre organismos ou sequências genéticas e deve ser 
considerada como uma hipótese de um relacionamento 
evolutivo entre um grupo de organismos. No caso da 
filogenia molecular, as sequências de nucleotídeos ou 
proteínas estão nas pontas (tips) das árvores, enquanto 
que os ramos (branch) conectam as sequências aos seus 
ancestrais [42]. Árvores podem ser enraizadas ou não; 
sendo que, as que possuem raiz contemplam uma sequ-
ência chamada grupo externo (outgroup), cuja função é 
dar à árvore uma direção (polaridade) evolutiva, mos-
trando quem são as sequências mais ancestrais [72]. 
Em árvores não enraizadas não há nenhuma indicação 
de qual nó representa o ancestral comum das demais 
sequências [110]. Os nós de uma árvore filogenética 
representam um ancestral hipotético e são o ponto de 
origem dos ramos; os diferentes arranjos dos ramos da 

árvore podem dar origem a diferentes grupos (clusters). 
Um dos desafios das inferências filogenéticas é agru-
par organismos em grupos monofiléticos que reflitam 
ancestralidade comum, que difere de homoplasias 
(por exemplo, por recombinações não-homólogas) e 
resultantes de diferentes taxas evolutivas. 

A distância evolucionária entre duas sequên-
cias é o número de mudanças que ocorreram ao longo 
do ramo da árvore que as representam. Diferentes 
genes podem ter diferentes taxas evolutivas que, por 
definição, é o número de substituições de nucleo-
tídeos por sítio, por ano ou milhões de anos [110]. 
Um sítio corresponde ao local ou posição em que se 
encontra um determinado nucleotídeo na molécula 
de DNA [42].

A taxonomia é a parte da biologia voltada para 
a caracterização da diversidade da vida e organização 
dos dados que refletem essa diversidade. Táxon é uma 
unidade taxonômica essencialmente associada a um 
sistema de classificação, o que significa dizer que pode 
ser um reino, uma família, um gênero, uma espécie 
[50]. Ou seja, entidades que de alguma maneira podem 
ser discernidas umas das outras. 

Os marcadores moleculares são sequências de 
nucleotídeos ou aminoácidos que revelam polimorfis-
mos entre indivíduos geneticamente relacionados e são 
herdados [32]. Em epidemiologia molecular, são genes 
ou sequências empregados para rastrear a transmissão 
de linhagens específicas de agentes etiológicos. Esses 
dados são normalmente aplicados para descrever a 
distribuição de cepas em populações e para verificar os 
fatores de risco de hospedeiros e parasitas na dispersão 
da doença [36]. 

Figura 1. Árvore filogenética enraizada.
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IV. ANÁLISE FILOGENÉTICA

Sistemas de classificação de organismos têm 
sido organizados desde a antiguidade e, desde essa 
época, já se sabe que é necessário seguir critérios que 
não variam de pesquisador a pesquisador, evitando a 
geração de informações conflitantes. E como saber 
qual o melhor critério a escolher? Após a proposição 
da teoria da evolução por Darwin, estabeleceu-se como 
critério a ser escolhido as relações de ancestralidade 
entre espécies [72]. Sistemas de classificação que le-
vam em conta a evolução entre as espécies podem ser 
representados através de reconstruções filogenéticas 
[61,66] e a qualidade dessa estimativa vai depender da 
qualidade da amostragem e das sequências amostradas. 
Além da classificação de organismos, análises filoge-
néticas têm diversas aplicações e entre elas estão: (1) 
detecção de ortologia ou paralogia, (2) estimação de 
tempo de divergência, (3) reconstrução de proteínas 
fósseis, (4) procura por polimorfismos importantes 
na seleção natural, (5) detecção de pontos de recom-
binação, (6) identificação de mutações relacionadas a 
distúrbios ou doenças, (7) determinação da identidade 
de novos patógenos [42] e (8) determinação da estru-
tura genética de populações de patógenos inferindo o 
que produz esta estrutura [43]. Obviamente, para que 
se possa estabelecer qualquer uma das características 
acima, devemos utilizar sequências de nucleotídeos e/
ou aminoácidos. 

1. Alinhamento Múltiplo

A análise filogenética estima a relação entre 
os genes ou fragmentos de genes inferindo sua histó-
ria comum. Para fazer isto, é essencial que os locais 
homólogos sejam comparados uns com os outros e 
que as sequências utilizadas sejam de boa qualidade 
[25,26,85]. Portanto, após a obtenção das sequências 
a serem utilizadas em uma reconstrução filogenética, 
o alinhamento das mesmas é o primeiro passo para a 
organização dos dados. Um alinhamento de múltiplas 
sequências busca homologia posicional entre bases ou 
aminoácidos [94]. Nós inferimos homologia (ancestra-
lidade comum) quando duas sequências apresentam 
maior similaridade do que poderia ser esperada se as 
diferenças tivessem ocorrido ao acaso, o que sugeriria 
uma origem independente. A representação típica de 
um alinhamento é uma matriz com as sequências dis-
postas nas linhas e os sítios nas colunas. Lacunas (gaps) 
são inseridas nas sequências de modo que sítios idên-

ticos ou similares fiquem alinhados na mesma coluna 
[36]. Minimizando-se, assim, a diferença entre elas. 
Nem todas as substituições ocorridas, entretanto, se-
rão evidentes no alinhamento. Múltiplas substituições 
no mesmo sítio de uma sequência mascaram estados 
intermediários pelos quais a sequência passou. Essas 
questões tornam a reconstrução da árvore verdadeira 
necessariamente uma atividade de inferência [42]. 

Comumente a maior parte dos algoritmos 
empregados por programas (softwares) que realizam 
alinhamentos múltiplos começam por comparação 
da similaridade de sequência de todos os pares de 
sequências, alinhando em primeiro lugar as duas 
sequências com a maior similaridade. As outras são 
adicionadas progressivamente. O alinhamento conti-
nua acrescentando gaps onde forem necessárias para 
atingir homologia posicional [110]. Quando muitos 
gaps são adicionados aos conjuntos de sequências, 
o alinhamento total pode ser melhorado por edição 
manual. A obtenção de um bom alinhamento é um dos 
passos mais importantes na direção de uma hipótese 
filogenética confiável [72]. Lacunas no início e no 
fim do alinhamento ocorrem quando comparamos 
sequências de diferentes tamanhos [110]. Quando 
trabalhamos com dados moleculares, frequentemente 
nos perguntamos se é melhor utilizar sequências de 
nucleotídeos ou proteínas para obtenção de alinha-
mento mais acurado. Como regra geral para construção 
filogenética, se considera uma identidade mínima entre 
sequências os valores de 70% para nucleotídeos e maior 
que 25% para aminoácidos, cujos alinhamentos devem 
conter pelo menos 100 aminoácidos comparados. Se o 
alinhamento da proteína está com identidade abaixo de 
25%, considera-se como um alinhamento não confiável 
para análise [89]. Da mesma forma, se as sequências 
de nucleotídeos em um alinhamento apresentarem 
identidade menor que 70%, sendo uma sequência 
codificante, é recomendável utilizar a sequência de 
aminoácidos correspondentes na análise.

1.1. Verificando a saturação nos alinhamentos com se-
quências de nucleotídeos

Para uma reconstrução filogenética acurada, 
as sequências devem conter variações, mas estas não 
podem ser tão divergentes a ponto de acumular subs-
tituições múltiplas (saturação) e, consequentemente, 
deixar de refletir um relacionamento filogenético 
correto [116]. Uma representação visual do grau de 
saturação em um alinhamento pode ser obtida através 
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da plotagem do número de transições e transversões 
observadas versus a distância genética corrigida por um 
modelo de evolução. Simplificando, quando um gráfico 
representando as distribuições de ambas transições e 
das transversões apresentam o padrão de uma reta, 
considera-se que não há saturação das substituições. 

2. Modelos Evolutivos

Para construção de uma filogenia a partir de uma 
sequência de aminoácidos ou nucleotídeos é necessário 
construir uma matriz de dados baseada em um modelo 
de substituição de nucleotídeos ou aminoácidos, também 
chamados modelos evolutivos [78]. Há uma série de mo-
delos evolutivos disponíveis a serem considerados, dos 
mais simples aos mais complexos. Essa progressão na 
complexidade é caracterizada pelo aumento do número 
de parâmetros considerados nas análises. 

As estratégias de seleção do modelo evolutivo 
buscam encontrar o nível adequado de complexidade 
baseados nos dados disponíveis. [38,70,79]. Certa 
cautela é necessária quando estamos procurando o 
melhor modelo para dados heterogêneos. Por exemplo, 
análises que incluam mais de um gene ou regiões co-
dificantes e não-codificantes: como diferentes regiões 
genômicas estão sujeitas a diferentes pressões seletivas 
e limitações evolutivas, um único modelo evolutivo não 
representará todos os dados. Uma solução é realizar 
a análise dos dados separadamente para cada gene 
ou região [77]. O melhor modelo para um conjunto 
de dados específico pode ser selecionado através de 
testes estatísticos. O programa JMODELTEST [77] 
é comumente utilizado para alinhamentos com DNA 
e o programa ProTest [2], para proteína. Outro ponto 
importante na escolha do melhor modelo é priorizar um 
balanço entre acurácia e simplicidade [2]. Portanto, os 
modelos mais simples devem ser, sempre que possível, 
preferidos aos mais complexos, pois o aumento no nú-
mero de parâmetros implica no aumento da variância 
dos cálculos associados ao modelo [64]. 

O modelo de substituição “distância p” é o 
mais simples e representa a proporção de posições em 
que as duas sequências diferem. Apresenta a menor 
variância dentre os modelos e deve ser usado quan-
do a taxa evolutiva entre as sequências for constante 
[64]. Já o modelo Jukes Cantor [49] assume que as 
substituições são múltiplas e ocorrem aleatoriamente 
entre os quatro tipos de nucleotídeos, e que os eventos 
de substituição obedecem à distribuição de probabi-
lidades de Poisson. Este modelo assume igualdade 

nas probabilidades de substituição entre os diferentes 
nucleotídeos. No entanto, observa-se que transições 
são mais freqüentes que transversões. Isto pode ser 
atribuído à considerável diferença no tamanho entre 
pirimidinas (um anel aromático) e purinas (dois anéis 
aromáticos), que pode impor restrições de caráter 
espacial às transversões [36]. O modelo Kimura 2-pa-
râmetros [54] permite levar em conta as substituições 
múltiplas e, justamente essa desigualdade de ocorrência 
entre transições e transversões, através do uso de uma 
taxa P de substituições transicionais e uma taxa Q de 
substituições transversionais. O modelo Tajima-Nei 
[103] considera a frequência de C e G nas sequências 
do alinhamento. Este modelo não distingue transições 
e transversões. O modelo Tamura 3-parâmetros [105] 
é uma proposta de extensão ao modelo Kimura 2-pa-
râmetros, para contemplar a observação de que muitas 
sequências contêm um viés muito forte na composição 
GC de suas sequências. As terceiras posições (terceiro 
nucleotídeo) dos códons são particularmente sensíveis a 
este viés, dado que podem abrigar muitas substituições 
silenciosas. O modelo HKY [40] é um método proba-
bilístico que contempla a mencionada taxa entre tran-
sições e transversões, bem como leva em consideração 
a frequência de ocorrência de cada uma das bases nas 
sequências. Tamura-Nei [106] por sua vez, é um modelo 
que leva em conta duas taxas de transição: transição 
entre purinas e transição entre pirimidinas. Além de 
levar em conta a taxa de transversões e a desigualdade 
na frequência de bases das sequências. Tamura e Nei 
implementaram este modelo após observar que a taxa 
de transição entre pirimidinas (C↔T) é muito diferente 
da taxa de transição entre purinas (G↔A) na região de 
controle do DNA mitocondrial de hominídeos, e que a 
negligência na observação dessa diferença acarretaria 
em uma subestimativa da distância real [36]. O modelo 
GTR [116] é o mais complexo (Figura 2). Admite seis 
diferentes parâmetros, que são as seis possibilidades de 
substituição entre as bases (A↔G; A↔C; A↔T; G↔C; 
G↔T; C↔T), além de levar em conta as desigualdades 
na composição de nucleotídeos entre as sequências. 

Os modelos mencionados até então partem 
da premissa de que a taxa de substituição é constante 
ao longo da sequência. Contudo, a realidade pode ser 
bastante distante disso, pois há sítios e regiões extre-
mamente conservados no genoma, indicando que nu-
cleotídeos codificam partes cruciais ao funcionamento 
de proteínas e também em regiões não traduzidas. Por 
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outro lado, outros trechos do genoma estarão menos 
sujeitos a uma pressão de seleção purificadora, even-
tualmente por não participarem de nenhum sítio fun-
cional ou estrutural crítico protéico ou de regiões não 
traduzidas. Estes sítios estarão, portanto, mais sujeitos 
à fixação de mutações [36].

Em geral, os métodos filogenéticos podem ser 
menos acurados ou inconsistentes quando o modelo 
evolutivo assumido estiver errado. Se o modelo pode 
influenciar nos resultados das análises, é crucial deci-
dir com cautela qual o modelo mais apropriado com 
o qual trabalhar.

Figura 2. Relações entre os diversos modelos evolutivos, adaptado de Garcia, 2007 [36].

3. Métodos de Reconstrução de Filogenias Moleculares

Os métodos utilizados em filogenia molecular 
são baseados em suposições de como o processo de 
evolução ocorreu [31]. Essas suposições podem estar 
implícitas, como no método de Máxima Parcimônia 
(MP) (não trabalha com modelos evolutivos), ou ex-
plícitas, como nos Métodos de Distância e Máxima Ve-
rossimilhança (ML, para Maximum Likelihood). Eles 
descrevem as diferentes possibilidades de mudança de 
um nucleotídeo ou amino ácido para o outro, com o 
objetivo de corrigir alterações invisíveis ao longo da 
filogenia [114]. Talvez o aspecto mais frustrante da 
análise filogenética para os iniciantes seja a variedade 
de métodos de inferência que podem ser utilizados e 
que estão ativamente propostos por diferentes espe-
cialistas [46]. 

Após a escolha do modelo evolutivo, discuti-
dos no item anterior, o próximo passo é optar por um 
método de reconstrução filogenética que melhor se 
adeque aos dados disponíveis e ao modelo escolhido. 
Os métodos conhecidos para a construção de filogenias 

são: baseados em matrizes de distâncias (a matriz de 
dados, nucleotídeos, por exemplo, é transformada em 
uma matriz de distância) ou baseados em análise de 
estados do caractere (nucleotídeo ou outro caractere 
são analisados diretamente, ou seja, sítio a sítio) [94]. 
O método mais conhecido baseado em distância de-
nomina-se Neighbor-joining (agrupamentos vizinhos, 
NJ). Já entre os denominados métodos discretos, ou 
probabilísticos estão os métodos de Máxima Parcimô-
nia (MP), Máxima Verossimilhança (ML – Maximum 
Likelihood) e Inferência Bayesiana (IB) [42]. Apesar 
da existência de diferentes métodos de construção de 
uma árvore filogenética, existem alguns princípios 
importantes e comuns aos métodos citados: 1) supõe 
que características similares são homólogas; 2) baseia-
-se em caracteres derivados (apomórficos), ou seja, 
características exclusivas a um grupo de espécies e 
presente no ancestral comum mais recente deste grupo; 
3) relaciona características derivadas compartilhadas 
como marcadores de parentesco [33]. É importante 
lembrar que a acurácia das análises com modelos 
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probabilísticos (NJ, ML e IB) depende fortemente 
da aderência dos dados reais ao modelo de evolução 
escolhido [104].

3.1. Máxima Parcimônia

Esse método é definido como o método que 
considera que uma mutação é mais provável do que 
duas. É um método discreto, pois atua diretamente 
nas sequências ou nas funções operadas por elas, mas 
não faz uso de modelos probabilísticos de evolução. O 
método de máxima parcimônia busca escolher a árvore, 
dados os táxons da análise, que explique a evolução 
entre as sequências com o menor número possível de 

substituições [36]. Essa abordagem tem um forte apelo 
pela simplicidade do raciocínio, inspirado na “navalha 
de Occam”, princípio que diz que os fenômenos naturais 
devem ser explicados da maneira mais simples possível, 
com o menor número de hipóteses e parâmetros [90]. Se 
o número de mudanças por sítio for relativamente baixa, 
a MP se aproxima da ML e a topologia das árvores es-
timadas serão similares [101]. Um potencial viés existe 
quando a árvore verdadeira tiver ramos internos curtos 
e ramos terminais longos (Figura 3a), podendo ocorrer 
uma interpretação incorreta (Figura 3b), em que os ra-
mos longos parecem mais proximamente relacionados 
do que realmente são [114].

Figura 3. Exemplo clássico de uma topologia hipotética de quatro táxons contendo dois ramos periféricos longos e 
demais ramos curtos.  A árvore verdadeira (Figura 3a) pode sofrer  uma interpretação incorreta (Figura 3b), em que os 
ramos longos parecem mais proximamente relacionados do que realmente são.

3.2. Métodos de Distância 

Métodos de distância reduzem a variação 
entre duas sequências a uma única medida de dis-
tância entre elas e trabalham com essas distâncias 
na estimativa da árvore final. Eles diferem entre si 
na forma como utilizam a matriz de distâncias para 
inferir a filogenia. Os métodos de quadrados míni-
mos e evolução mínima estabelecem critérios rela-
cionados a estas distâncias [14] e buscam a árvore 
que maximiza o critério estabelecido. Os métodos de 
agrupamento de distâncias, como UPGMA (Unwei-
ghted Pair Group Method with Arithmetic Mean) e 
Neighbor-Joining (NJ), utilizam abordagens mais 
diretas. Em vez de buscar a árvore, dentre todas as 
possíveis, que otimiza um critério global estabele-
cido, constroem a árvore nó a nó escolhendo a cada 
passo um par de nós que serão conectados, sem 
voltar atrás nessa escolha. 

O algoritmo NJ [92,102] é extremamente 
popular, rápido e apresenta boa performance quan-
do a divergência entre as sequências é baixa. Esse 
algoritmo é baseado em uma matriz de distância e 
faz uso de modelos probabilísticos de evolução [42]. 
A análise pode ser iniciada com todos os táxons 
ligados a um único nó central configurando o que 
chamamos de árvore-estrela (não enraizada). A cada 
passo é escolhido um par de nós para ser agrupado 
num novo nó, até que toda a árvore tenha sido re-
solvida. A escolha do par a ser agrupado é baseada 
no seguinte critério: para cada possível par de nós 
ainda ligados ao nó central, calcula-se qual par que, 
agrupado, determinaria a menor soma de compri-
mentos de ramo da árvore. Após escolhido o par 
que determina a menor soma total de comprimento 
de ramos, rearranja-se a matriz de distâncias. Todo 
o processo é repetido para os nós restantes, até que 
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a árvore esteja completamente resolvida. Teremos 
então uma árvore não-enraizada, com comprimentos 
assinalados em cada ramo [36]. Em suma, a árvore, 
neste método, é estimada através do comprimento 
dos ramos com base nas distâncias evolutivas. O 
método não examina todas as topologias possíveis, 
mas procura encontrar vizinhos que minimizem o 
comprimento total da árvore. Simulações mostram 
que o método de NJ é bastante rápido e eficiente, 
mesmo quando comparado a métodos substancial-
mente mais complexos [53,91,104].

3.3. Máxima Verossimilhança

A reconstrução acurada das relações entre or-
ganismos que foram separados por um longo tempo, 
ou estão a evoluir rapidamente, requer um método 
que corrija vários eventos mutacionais no mesmo sítio 
[42]. A Máxima Verossimilhança (ML – Maximum 
Likelihood) é um método discreto, assim como a Má-
xima Parcimônia; no entanto, busca dentre as árvores 
a mais verossímil de acordo com os dados fornecidos 
(sequências do alinhamento) e com base no modelo 
evolutivo. Esse método permite calcular estimativas 
de menor variância, consequentemente, com menos 
erros de amostragem [29]. A verossimilhança de uma 
topologia, dado um alinhamento, é a soma das veros-
similhanças dessa topologia para cada um dos sítios 
do alinhamento. A verossimilhança para cada um dos 
sítios deve ser calculada como o produto da soma das 
probabilidades de ocorrência de todas as substituições 
possíveis em um nó. Para todos os nós da árvore serão 
consideradas todas as possibilidades de comprimento 
de ramo [21,29]. 

A grande atração dessa abordagem da proba-
bilidade em filogenia é a existência de uma ferramenta 
estatística poderosa. Além disso, essa metodologia 
permite a inferência de árvores filogenéticas usando 
modelos evolucionários complexos – incluindo a ca-
pacidade de estimar os parâmetros do modelo e assim 
fazer inferências simultaneamente com relação aos 
padrões e processos da evolução, além de fornecer 
os meios para a comparação de árvores concorrentes 
e modelos [114]. A ML é um método muito atrativo, 
mas também tem desvantagens, pois exige maior es-
forço computacional e na grande maioria das análises 
o espaço/tempo necessário para gerar todas as possíveis 
árvores é imensamente grande e proibitivo para uma 
busca exaustiva, demandando a adoção de algoritmos 
heurísticos de otimização de busca. 

3.4. Inferência Bayesiana

A inferência Bayesiana é um método probabi-
lístico desenvolvido por Thomas Bayes no século XVIII 
[5]. A análise Bayesiana é baseada na probabilidade a 
posteriori, utilizando uma probabilidade a priori e ge-
rando uma árvore filogenética de acordo com os dados. 
Na maior parte dos casos, todas as árvores são conside-
radas, a priori, igualmente prováveis e a probabilidade 
é calculada através de uma série de modelos padrão 
de evolução de nucleotídeos ou aminoácidos [46]. A 
probabilidade prévia pode ser usada para incorporar 
informações básicas sobre a topologia da árvore [80,87] 
ou sobre o processo de substituição de nucleotídeos, o 
que significa que a inferência bayesiana permite mu-
danças à medida que novos dados ou informações são 
adicionados à análise, mas a maioria dos investigadores 
opta por não adicionar essas informações. 

Entretanto, a busca pela árvore mais provável, 
levando em consideração todos os tamanhos de ramos, 
todos os valores de parâmetros para modelos evolutivos 
e suas combinações, não seria possível. A solução para 
esta limitação é a estimativa da probabilidade posterior 
por aproximação através de amostragem por Cadeias 
Markovianas (Markov chain Monte Carlo - MCMC) 
[37,86]. A ideia central é de fazer pequenas mudanças 
aleatórias nos parâmetros e depois aceitá-las ou rejeitá-
-las, de acordo com a probabilidade [88].

4. Árvores Filogenéticas

O objetivo de filogenias moleculares é conver-
ter informações inicialmente dadas em sequências de 
DNA ou aminoácidos em uma árvore evolucionária. 
Árvores filogenéticas são hipóteses de relações evo-
lucionárias que podem ser representadas de diversas 
formas (Figura 4): cladogramas, os quais demonstram 
qual o ancestral mais próximo; filogramas, que mos-
tram o número de substituições que ocorreram por meio 
de um coeficiente de similaridade; e ultramétricas, que 
podem ser usadas para representar o tempo evolucio-
nário propriamente dito [72]. 

5. Teste de Confiança em Topologias

A principal fraqueza de grande parte dos mé-
todos de reconstrução filogenética discutidos até agora 
é que eles produzem apenas estimativas pontuais da 
filogenia; um programa de computador é executado e 
o resultado é uma árvore. A questão imediata é: com 
que força os dados apoiam cada uma das relações 
representadas na árvore? Essa questão é comumen-
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Figura 4. Formas de representação das árvores filogenéticas. 4a- cladograma retangular construído com 
método NJ; 4b- cladograma clássico construído com método NJ; 4c- filograma representando relaciona-
mento filogenético construído com método NJ e 4d- árvore construída pelo método de distância UPGMA 
representando uma árvore ultra métrica.

V. IMPORTÂNCIA DA ANÁLISE FILOGENÉTICA  

COMO FERRAMENTA EM VIROLOGIA  

E EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

A evolução em duas áreas, principalmente, 
permitiu grandes avanços na epidemiologia molecular. 
Em primeiro lugar, os modelos matemáticos de evo-
lução de sequências foram muito melhorados com a 
incorporação do conhecimento biológico, bioquímico e 
evolucionário. Em segundo lugar, os testes estatísticos 
tornaram-se ferramentas indispensáveis para filogeneti-

cistas, permitindo uma avaliação rigorosa das hipóteses 
evolutivas complexas [114]. Análises filogenéticas 
podem ser usadas com diversos objetivos, como por 
exemplo, detecção de ortologia ou paralogia e estima-
ção de tempo de divergência em estudos evolutivos; 
identificação de polimorfismos importantes na seleção 
natural, que podem aumentar a imunogenicidade de 
determinadas proteínas auxiliando na produção de 
vacinas; detecção de pontos de recombinação para 
funcionarem como marcadores moleculares na de-

te respondida por uma técnica estatística chamada 
bootstrapping [22]. De acordo com Felsenstein (1985) 
[30], o bootstrap é o teste mais usado para se avaliar 
a confiança numa filogenia molecular. Ele permite 
avaliar a confiança no suporte de cada nó da topologia 
escolhida, mediante repetição da análise filogenética 
sobre pseudo-réplicas do alinhamento original. As 
pseudo-réplicas têm o mesmo tamanho do alinhamento 
original e suas colunas são sorteadas dentre as colunas 
do alinhamento original, com possibilidade de repeti-
ção, ou seja, uma coluna do alinhamento original pode 
ser sorteada mais de uma vez. O número de sorteios 
é igual ao número total de sítios. Desta forma, alguns 
sítios serão amostrados mais de uma vez enquanto 
outros estarão fora do pseudo-alinhamento. Portanto, 
árvores-réplicas são construídas, cada uma baseada 

em conjunto de dados diferentes. No final, o teste 
compara cada uma das árvores-réplicas com a árvore 
original e o valor do bootstrap obtido corresponde ao 
percentual de vezes que o grupamento foi recuperado 
nas arvores-réplicas [64]. Geralmente, esse valor é 
dado em porcentagens sobre os respectivos nós das 
árvores filogenéticas. A interpretação exata do limite 
aceitável da proporção de bootstrap é abstrata; quanto 
maior a proporção é fácil interpretar que é maior a 
confiança na topologia daquele nó. Alguns trabalhos 
[41,118] concluíram que um ponto de corte razoável 
seria de 70%. Às vezes, o bootstrap pode dar suporte 
substancial para várias árvores que não são topologi-
camente similares. Em tais casos, apresentar mais de 
uma árvore pode ser a única maneira de resumir de 
forma adequada os dados [42].
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tecção de novas linhagens; identificação de mutações 
relacionadas a distúrbios ou doenças; determinação 
da identidade de novos patógenos e caracterização 
molecular [42]. Diferentes abordagens são utilizadas 
em virologia e algumas delas serão descritas a seguir.

1.Diversidade Molecular

Um grande número de trabalhos científicos 
tem se dedicado a caracterizar, de forma molecular, os 
vírus que parasitam diversos reinos com a intenção de 
estimar a diversidade molecular existente. Adicional-
mente, muitos desses trabalhos trazem diversos outros 
tipos de informação além da caracterização molecular. 
Alguns exemplos veremos a seguir. 

1.1. Coronavírus

Coronavírus são vírus cujo material genético é 
RNA, sendo conhecidos por infectar várias espécies de 
mamíferos e aves. Esses vírus possuem um histórico 
de adaptação a novos hospedeiros, por isso o estudo 
genético das diferentes espécies e variantes virais con-
tribui para um melhor entendimento das características 
virais bem como monitorar sua evolução.

A análise filogenética de sequências de Co-
ronavírus bovino (BCoV) de propriedades do sudeste 
brasileiro, juntamente com sequências de outros países, 
revelou a formação de dois clusters. O cluster I incluía 
as amostras dos outros países e uma amostra brasileira. 
No cluster II houve segregação das amostras portadoras 
de uma deleção de 18 nucleotídeos, a qual era somente 
encontrada em sequências de Coronavírus humano 
(HCoV-OC43), reforçando a hipótese recentemente 
lançada de potencial zoonótico de BCoV. Além dis-
so, o fragmento sequenciado nesse estudo, na região 
hipervariável do gene da glicoproteína espiculada, 
foi eleito um bom marcador genético a ser usado em 
maiores estudos sobre eficiência de imunógenos, pois 
é a proteína mais exposta à pressão seletiva imunoló-
gica, portanto, a mais propensa a polimorfismos [8].  
A diversidade molecular de Coronavírus em morcegos 
e cães no Brasil também foi inferida através do uso de 
análises filogenéticas [9,10,74]. 

A bronquite Infecciosa das galinhas tem pro-
vocado grandes perdas econômicas na avicultura em 
todo o mundo, apesar do uso difundido de vacinas. 
Amostras do Vírus da Bronquite Infecciosa das Gali-
nhas (Coronaviridae) isolados de conteúdo entérico de 
aves de estabelecimentos de produção brasileiros foram 
sequenciados [111]. Mais de 20 sorotipos do vírus são 

conhecidos e essa diversidade de sorotipos pode ser 
responsável pelas falhas vacinais e, consequentemen-
te, novas epidemias. No Brasil apenas uma vacina é 
aceita pelo Ministério da Agricultura, a do sorotipo 
Massachusetts; no entanto, diversos outros sorotipos 
são encontrados no país. Por meio da caracterização 
molecular, os autores comprovaram a circulação de 
outros sorotipos no país e demonstraram a necessidade 
de uso de vacinas com outras cepas. A análise filoge-
nética mostrou que as amostras segregaram junto ao 
sorotipo D274 e distante do sorotipo Massachusetts, 
demonstrando os prováveis motivos da ineficiência do 
programa de controle da doença no Brasil.

1.2. Flavivirus

A família Flaviviridae consiste em um vírus 
RNA senso positivo e envelopado, sendo composta por 
três gêneros: Pestivirus, Hepacivirus e Flavivirus, este 
último contendo mais de 70 espécies [65].

No exemplo abaixo descrevemos suscintamen-
te um estudo filogenético de amostras de Flavivirus 
brasileiras [4]. Os fragmentos utilizados compreen-
diam uma porção do gene NS5 até uma região não 
codificante 3´, a qual possui regiões conservadas e 
hipervariáveis na mesma proporção, tornando-se uma 
fonte rica de informações filogenéticas para o problema 
do estudo: divergência entre Flavivirus amostrados 
no Brasil. Além das amostras brasileiras, sequências 
do GenBank foram inseridas nas análises. A maior 
parte das amostras brasileiras agruparam-se em dois 
ramos, o primeiro da febre-amarela (YF) e o segundo 
dividido em dengue subtipos 1, 2 e 4. Houve um ramo 
que apresentou segregação: JEV (Japanese Encepha-
litis Virus Complex), SLE (Saint Louis Encephalitis), 
Ilhéus, Rocio e Cacipacoré. O vírus Iguape apareceu 
como um separado e distante ramo, demonstrando a 
divergência entre esses subtipos virais. 

1.3. Vírus da Raiva

A raiva causa milhares de mortes por ano ape-
sar da existência de ferramentas que podem prevenir e 
controlar essa doença. Embora os cães sejam a fonte 
da maior parte dos casos de raiva, particularmente na 
África e na Ásia, morcegos são as principais causas 
de infecção nas Américas [115]. Conhecer as variantes 
virais e onde elas estão circulando é importante para  
traçar medidas preventivas.

Amostras provenientes de casos de raiva trans-
mitida por morcegos hematófagos ou relacionados com 
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esses animais, foram caracterizadas na Argentina [17]. 
Identificou-se a circulação de quatro variantes antigê-
nicas. Através da análise filogenética verificou-se que 
duas variantes circulam independentemente no ciclo 
urbano. Com os dados, os autores identificaram as 
linhagens atuantes em cada região do país, inclusive 
em regiões consideradas livres da doença. Em outro 
trabalho, o gene da nucleoproteína do vírus da raiva de 
amostras provenientes de animais domésticos (cães e 
gatos) e canídeos silvestres do Nordeste do Brasil foi 
estudado [13]. Geralmente, amostras de cães e gatos 
pertencem a variante antigênica 2, e foi o que aconte-
ceu nesse trabalho. No entanto, dentre as amostras de 
canídeos silvestres, três se enquadraram na variação 
antigênica 2, enquanto que as outras nove apresentaram 
padrão antigênico desconhecido. Na análise filogenéti-
ca percebemos claramente a presença de dois distintos 
ciclos de raiva ocorrendo entre canídeos no Nordeste 
do Brasil: uma relacionada a canídeos silvestres, outra 
relacionada aos domésticos. 

1.4. Lentivírus de Pequenos Ruminantes

Desde a descrição das primeiras sequências 
completas dos genomas de lentivírus de pequenos 
ruminantes (SRLVs para Small Ruminant Lentivirus), 
vírus Maedi Visna dos ovinos - MVV [99] e vírus 
da artrite encefalite caprina - CAEV [93], diversos 
grupos desenvolveram pesquisas a fim de avaliar a 
sua diversidade, com diferentes finalidades. Desde 
a avaliação de variabilidade para fins de diagnóstico 
[39], até a determinação de uma fonte de infecção 
[96]. Outro aspecto importante das análises filoge-
néticas realizadas em SRLVs foi a observação de 
que isolados obtidos de caprinos e ovinos podiam 
formar um mesmo grupo, indicando a possibilidade 
de infecção interespécie em regiões em que as duas 
espécies fazem parte de rebanhos mistos [51,57]. 
Embora se observe algumas características de sequ-
ências de nucleotídeos que, em regiões onde não há 
contato entre ovinos e caprinos, possam diferenciar a 
origem das amostras [75,81]. Os primeiros lentivírus 
isolados de pequenos ruminantes no Brasil foram ana-
lisados filogeneticamente [81] juntamente com outras 
sequências de SRLVs contidas em bases de dados. 
O isolado brasileiro ovino agrupou com o protótipo 
MVV e os isolados caprinos com o protótipo CAEV, 
pelo fato de os isolados terem sido obtidos na região 
Sul, onde os rebanhos não são mistos. Em contraste 
com os vírus caprinos, todas as sequências de ovinos 

continham uma deleção de seis nucleotídeos no gene 
gag, o que resultou na deleção de dois aminoácidos da 
região central da proteína do capsídeo (CA). Essa de-
leção pode ser um marcador útil na análise de SRLV, 
especialmente quando se considera a possibilidade 
de transmissão de lentivírus entre ovinos e caprinos. 
Resultados similares foram descritos em isolados de 
caprinos da região Norte [27]. Uma análise filogenéti-
ca em rebanhos de caprinos leiteiros do norte da Itália 
foi realizada para servir como base de futuros estudos 
de epidemiologia molecular, com interesse no moni-
toramento dos efeitos do avanço da doença e futuros 
programas de erradicação da mesma [75]. A região do 
genoma analisada foi um pequeno fragmento dentro 
do gene gag, o qual codifica a proteína matriz (MA). 
Os resultados obtidos, a partir de 52 novas sequências, 
demonstraram que as amostras italianas segregaram 
em grupos muito próximos e que são similares ao 
protótipo CAEV-CO. Isso sugere uma origem comum 
ao SRLV encontrado nos rebanhos monitorados. 
Além disso, as amostras analisadas apresentaram alta 
variabilidade no fragmento estudado e uma inserção 
de 7 aminoácidos em todas as amostras isoladas de 
ovinos (MVV), o que possibilita a diferenciação de 
amostras isoladas de caprinos (CAEV). Os autores 
concluíram que o fragmento MA é adequado a estu-
dos filogenéticos e pode ser aplicado em programas 
de monitoramento e erradicação. Em outro estudo 
com SRLVs, a co-infecção por MVV e CAEV em 
duas cabras naturalmente infectadas foi descrita [76], 
sugerindo, inclusive, a ocorrência de recombinação 
entre esses dois vírus in vivo, em um dos animais. 

1.5. Vírus Influenza A

Influenza aviária é uma doença infecciosa de 
aves causada pelo vírus influenza A que normalmente 
não infecta humanos. No entanto, em algumas circuns-
tâncias cepas altamente patogênicas causam doença 
respiratória grave em humanos. Existe a preocupação de 
que o vírus possa sofrer uma mutação e, assim, se tornar 
mais facilmente transmissível entre humanos, aumen-
tando a possibilidade de uma pandemia de gripe [115].

Um estudo de caracterização molecular objeti-
vando estabelecer as relações filogenéticas existentes 
entre isolados de influenza aviária (H2N9) do Oriente 
Médio, outros isolados asiáticos e novas amostras dos 
Emirados Árabes Unidos coletadas de 2000 a 2003 
foi realizado. Após a epidemia causada por H5N1, 
os autores consideraram importante a caracterização 
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de outras linhagens virais para investigação quanto 
ao seu potencial pandêmico. Para a inferência filo-
genética, oito segmentos de genes foram analisados. 
Das sete novas amostras estudadas, todas tiveram a 
adição de um aminoácido na hemaglutinina (HA) e 
seis continham uma mutação associada ao aumento da 
afinidade com os receptores de células humanas. Os 
genes que codificam para as glicoproteínas de super-
fície dos vírus e para a maioria das proteínas internas 
tiveram 90% de similaridade com uma linhagem de 
Hong Kong que causou mortes em crianças em 1997. 
O gene que codifica a neuraminidase teve quatro subs-
tituições, como aconteceu com os vírus pandêmicos 
de humanos. A sequência do fragmento M2 mostrou 
a troca de dois aminoácidos, o que está associado 
ao aumento de resistência à amantadina em cultivo 
celular. Devido às características supracitadas é su-
gerido pelos autores que H2N9 seja potencialmente 
pandêmico [1]. Ainda sobre influenza, citamos como 
exemplo uma nota prévia [16] que apresentou estudo 
com 24 sequências de influenza A (H1N2) isoladas 
de suínos, nos EUA, de 1999 a 2001, de propriedades 
com casos clínicos da doença. Os autores tinham 
como objetivo caracterizar oito segmentos do genoma 
de cada uma das amostras virais na tentativa de rastre-
ar sua origem. A espécie suína possui em seu epitélio 
traqueal receptores para o vírus influenza com origem 
aviária e mamífera. Portanto, suínos são extremamen-
te importantes no que diz respeito a recombinações 
entre diferentes cepas de influenza, quando sujeitos 
à co-infecção. Os resultados demonstraram que as 24 
amostras estudadas são recombinações entre o H1N1 
clássico e a influenza suína (H3N2), reforçando a ne-
cessidade de vigilância epidemiológica. Outro estudo 
[44] utilizou 156 genomas completos de influenza A 
(H3N2) de casos ocorridos em humanos de 1999 a 
2004 no estado de Nova York nos EUA. Filogenias 
foram geradas para cada segmento genético do vírus, 
as quais revelaram que múltiplas recombinações ocor-
reram. O dado mais relevante encontrado foi que, no 
cluster que incluía amostras de H3N2, verificou-se 
que a hemaglutinina de um H3N2 coletado em 2000 
foi passada por recombinação para todos os demais 
H3N2 amostrados de 2002 a 2003. Essa nova linha-
gem foi identificada como a causadora da epidemia 
2002/2004. Além disso, constatou-se que diversas ou-
tras linhagens de influenza continuam co-circulando 
na mesma população. 

As filogenias moleculares para caracteriza-
ção da diversidade molecular têm sido descritas para 
uma grande variedade de microrganismos: Febre 
Hemorrágica Crimeia-Congo (CCHF)  [55]; Vírus da 
Imunodeficiência Símia (SIV) [60]; Vírus da Hepatite 
B [45]; Vírus da Encefalomiocardite [56]; Vírus Sí-
meo Espumoso [47]; Rotavírus Aviário grupo A [95]; 
Hantavírus [48]; Vírus da Anemia Aviária [97]; Vírus 
da Cinomose [12]; Vírus da Diarreia Viral Bovina 
(BVDV) [112]; Herpesvírus [84]; Vírus da Bronquite 
Infecciosa Aviária [34]. 

2. Dinâmica Populacional

A estrutura genética da população de patóge-
nos humanos quase sempre reflete padrões conhecidos 
de migração humana. No caso de populações animais, 
parasitas transmitidos de forma direta, algumas ve-
zes, fornecem informações substanciais a respeito 
de características temporais e espaciais do contato 
parasito-hospedeiro [82]. Estudos que buscam infor-
mações a respeito de estrutura populacional e história 
demográfica, entre outros, utilizam análises filogené-
ticas de parasitas para rastrear informações sobre seus 
hospedeiros.

2.1 Vírus da Imunodeficiência Felina (FIV)

FIV é um lentivírus que infecta felídeos no 
mundo inteiro. A sua alta taxa evolutiva contribui para 
uma ou mais mutações em cada nova partícula viral. 
O efeito disso é uma grande diversidade de linhagens 
virais. 

Estudando leões (Panthera Leo) na África, 
Antunes et al [3], utilizaram marcadores moleculares 
e o gene pol do vírus da imunodeficiência felina (FIV 
- Feline Immunodeficiency Virus) para fazer a carac-
terização da variabilidade genética, traçar a história 
demográfica e evolutiva dos leões e avaliar aspectos 
da conservação dessa espécie animal. Com relação a 
FIV, as análises filogenéticas mostraram a existência 
de seis subtipos circulantes, contrariando a hipótese de 
que os leões africanos são provenientes de uma única 
população e adicionalmente refletindo um cenário 
histórico de refúgios/isolamentos e posterior expansão 
populacional. Ainda, o estudo demonstrou que marca-
dores virais muitas vezes concordam com marcadores 
genômicos quando se infere cenários evolutivos de 
uma espécie animal e podem ser muito informativos na 
relação tempo e espaço. Uma explicação bastante sim-
plificada para avaliar estes cenários é que indivíduos  
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precisam de contato para reproduzir e transferir seu 
material genético. O contato direto ou indireto também 
é necessário para transmissão de vírus e no caso do FIV 
em populações silvestres, o meio de transmissão mais 
provável é através de brigas entre indivíduos. Se uma 
população está isolada em uma escala de tempo e espa-
ço, os vírus desta população se diferenciam, formando 
novas linhagens virais. Em um outro estudo, por BIEK 
et al [7], a rápida evolução do FIV foi utilizada para 
revelar detalhes de estrutura populacional recente do 
puma (Puma concolor). Pumas são animais com alta 
prevalência de infecção por FIV, sem aparentemente 
desenvolverem a doença, sendo que a transmissão 
pode ser horizontal ou vertical, exigindo contato di-
reto e causando infecções crônicas. Mais de trezentos 
animais de duas diferentes regiões foram estudados: 
27,8% (98/352) deles estavam contaminados com o 
vírus, 7 foram encontrados com co-infecção dos dife-
rentes subtipos de FIV, o que poderia levar à existência 
de recombinantes. As análises filogenéticas geradas 
revelaram a divisão das amostras em dois clusters  
principais e oito linhagens; os clusters correspondiam 
às duas regiões geográficas distintas estudadas. Em 
uma delas foi encontrada menor variabilidade, que 
deve ter ocorrido devido a uma redução na população 
de pumas em decorrência do aumento intensivo da 
caça desses animais nessa localidade, indicando que 
a dinâmica populacional do hospedeiro interfere na 
dinâmica da população viral.

3.Evolução Molecular

3.1 Retrovírus

Os retrovírus (família Retroviridae) consistem 
em um grupo diverso de vírus RNA e são importantes 
agentes de doenças para humanos (vírus da imunodefi-
ciência humana, vírus linfotrópico da célula T humana) 
e animais (vírus da anemia infecciosa equina, vírus 
da imunodeficiência felina, vírus da leucose aviária, 
dentre outros).  A marca diferenciada desses vírus é 
a sua forma de replicação, que consiste na sua trans-
crição reversa (RNA transcrito para DNA) e posterior 
integração no genoma do hospedeiro. As estimativas 
sobre existência dos retrovirus são bastante antigas che-
gando 100 milhões de anos, no caso dos Espumavirus 
[52]. Consegue-se estimar datas da existência desta 
família porque muitas sequências estão integradas no 
genoma de seus hospedeiros, como se fossem verda-
deiros fósseis, denominados retrovírus endógenos [62]. 

Neste caso, a técnica molecular para datação consiste 
na comparação das sequências de nucleotídeos entre 
as duas extremidades longas e repetidas do provirus 
(LTRs - Long Terminal Repeats) que são idênticas 
no momento da integração. Muitas vezes é possível 
também inferir o local de origem de uma linhagem 
viral, além da data mais provável de seu surgimento. 

A combinação de dados genômicos, ambientais 
e clínicos têm ajudado na caracterização da origem, 
transmissão e evolução, não só do HIV, mas de vá-
rias outras doenças infecciosas, como por exemplo 
Influenza A. Entretanto, vale a pena ressaltar que os 
resultados desses estudos dependem da amostragem, 
além de incertezas nas estimativas filogenéticas [35].

3.2. Vírus Influenza A

Os vírus estão em constante evolução e o vírus 
da influenza pode adquirir novidades evolutivas através 
de mecanismos como mutação pontual, recombina-
ção e ressortimento. Este último mecanismo ocorre 
quando dois vírus diferentes infectam a mesma célula 
permitindo a criação de um novo agente, um verda-
deiro mosaico. Entretanto, uma hipótese gerada por 
estudos ecológicos afirma que linhagens de influen-
za, que possuam como reservatórios aves silvestres 
aquáticas estão em estase evolucionária; ou seja, em 
baixas taxas evolutivas. Essa hipótese foi avaliada [15] 
estimando-se taxas de substituição de nucleotídeos 
em diversas amostras de influenza aviária. O autor 
chega à conclusão de que a hipótese acima não estava 
correta, pois as taxas de substituição de nucleotídeos 
encontradas eram extremamente altas, em torno de 10-3 

substituições por sítio por ano. Os comprimentos dos 
ramos das árvores geradas confirmam essa informação, 
sugerindo que os vírus de aves silvestres evoluem mais 
rapidamente quando comparados aos de aves domés-
ticas e que a diversidade genética encontrada também 
é muito grande dentro de cada subtipo e geralmente 
de origem recente. No entanto, os ciclos evolutivos de 
influenza em aves silvestres e domésticas não podem 
ser analisados em separado, pois a movimentação dos 
vírus entre as diferentes espécies de aves é constante. 
Outro bom exemplo de aplicações de análises filogené-
ticas para estudos de evolução e recombinações é um 
trabalho [98] que investigou a origem evolucionária 
de amostras da influenza A (H1N1), recente causado-
ra de pandemia. O objetivo dos autores era estimar o 
tempo que foi necessário para o aparecimento dessa 
nova linhagem de influenza, de que forma ela surgiu e 
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quanto tempo levou para se tornar epidêmica. Diversas 
sequências de influenza de diferentes espécies animais 
foram utilizadas no estudo, as quais foram amostradas 
do NCBI Influenza Virus Resource. Os resultados 
demonstraram que esse novo vírus é proveniente de 
cepas comuns à espécie suína. Os genes HA, NP e 
NS são provenientes de recombinação com influenza 
suína clássica, PB2 e PA derivados de influenza aviá-
ria, PB1 vindo do H3N2 humano, que deram origem 
a uma linhagem que circula há anos na América do 
Norte. Em contraste, os genes NA e M da nova gripe 
são provenientes de uma linhagem de H1N1 de aves 
da Eurásia. Além disso, os dados obtidos mostram 
que as primeiras transmissões a humanos ocorreram 
vários meses antes do início da epidemia e destacam a 
necessidade de uma vigilância sistemática de influenza 
em suínos, considerando que essa espécie pode servir 
para novas recombinações que poderiam gerar novos 
organismos com potencial pandêmico. Diversos bons 
exemplos de estudos filogenéticos que auxiliam na 
compreensão da evolução dos patógenos podem ser 
encontrados na literatura [44,63,69,113].

VI. CONCLUSÃO

A sequência de DNA não é só um registro de 
relações filogenéticas e tempos de divergência, mas 
também guarda marcas de como o processo evolu-
cionário deu forma a sua história e também o tempo 

decorrido no processo evolutivo das populações [72]. 
Cientistas estão expandindo o uso de filogenias para um 
número muito grande de finalidades e estão traçando a 
diversificação de linhagens em diferentes classes, famí-
lias, gêneros, espécies e dentro de um único indivíduo. 
Na veterinária, a utilização desta ferramenta auxilia na 
elaboração de programas de controle e erradicação de 
doenças, sendo importante para rastrear os locais ou 
espécies animais de onde comumente surgem novos 
microrganismos, como vimos nas epidemias de influen-
za. Os estudos de dinâmica populacional, possibilitam 
relacionar a variabilidade genética do patógeno com 
a variabilidade genética do hospedeiro. A filogenia 
para caracterização molecular, estabelecendo o conhe-
cimento das linhagens circulantes em determinados 
locais, fornece subsídios para elaborar estratégias de 
imunização condizentes com as necessidades reais.

As análises de sequências genômicas por meio 
de filogenias moleculares têm demonstrado um amplo 
espectro de aplicações. No entanto, é importante ressal-
tar que para os diferentes dados disponíveis e diferentes 
finalidades das filogenias, os métodos de reconstrução 
e modelos evolutivos devem ser escolhidos de forma 
criteriosa. A escolha da melhor forma de fazer uma 
análise filogenética está relacionada, principalmente, 
com os dados de que se dispõe; além disso, é neces-
sário um alinhamento confiável e escolha de modelo 
evolutivo apropriado. 
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